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BASIC-ABSTRACT: NOVELTY - Identifying primer sequences, and pairs, for 
generating many adjacent or overlapping PCR (polymerase chain reaction) 
fragments from a given DNA sequence (I), is new. 

DETAILED DESCRIPTION - Identifying primer sequences, and pairs, for generating 
many adjacent or overlapping PCR (polymerase chain reaction) fragments from a 
given DNA sequence (I), is new. A list is first drawn up of fragments (II) of 
(I) that, from their length, are potential primers. The values of 
characteristic parameters (CP) for each (II) are determined, with at least one 
CP being evaluated continuously. Value ranges for CP are determined and from 
these parameters (II) are classified as optimal or unsuitable for use as 
primers. The value ranges are separated by a transition region that can be 
represented by a transition function, continuous and with a strongly monotonic 
progression. Each CP value in this region is assigned a rating corresponding 
to the size of the appropriate transition function. (II) that are unsuitable, 
on the basis of one or more CP, are discarded and the other (II) are given a 
combined score (CS) by weighted summation of the sizes evaluated above and 
those having CS that meet predetermined criteria are selected. The selected 
sequences are then stored, displayed and/or output as primers and arranged into 
pairs. 

INDEPENDENT CLAIMS are also included for the following: 
(1) computer program for the novel process; and 
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(2) device for performing the novel process. 

USE - The method is used to design primers for PCR, e.g. for use in biology, 
biotechnology, human or veterinary medicine, agriculture etc. 

ADVANTAGE - The method allows automated discovery of optimal primer pairs. It 
provides a more objective and realistic evaluation than known methods and makes 
possible rational analysis of long DNA fragments in the form of overlapping 
sequences, with high analytical throughput, lower dropout rates and savings in 
materials, labor and time. 
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(S) Verfahren und Vorrichtung zur Ermittlung von Primer-Sequenzen 

® Ein Verfahren zur Ermittlung von Primer-Sequenzen 

und Primer-Paaren zur Erzeugung einer Vielzahl benach- 

barter oder uberlappender PCR-Fragmente fur eine gege- 

bene DNA-Sequenz umfasst die Schritte: Auflistung einer 

Vielzahl von Teilabschnitten der Sequenz, die aufgrund ih- 

rer Lange als Primer ausgewahlt werden konnen; Ermitt- 
lung der Werte von charakteristischen Parametern fur je- 

den Teilabschnitt, wobei mindestens ein Parameter in 

Ubergangsbereichen zwischen Parameterwerteberei- 

chen, fur die der jeweilige Parameter als optimal oder als 

ungeeignet zur Erzeugung von PCR-Fragmenten gilt, mit 

einer stetigen und streng monotonen Ubergangsfunktion 

kontinuierlich bewertet wird, wobei dem jeweiligen Para- 

meterwert eine Bewertung entsprechend der GroRe der 

zugehorigen Ubergangsfunktion zugeordnet wird, Aus- 

schluss von Teilabschnitten, die in Bezug auf mindestens 

einen Parameter als ungeeignet zur Erzeugung von PCR- 
^ Fragmenten bewertet werden, Gesamtbewertung der ub- 

rigen Teilabschnitte durch gewichtete Summenbildung 

der den Parameterwerten bei der kontinuierlichen Bewer- 
{9 tung zugeordneten GrofSen; Auswahl der Teilabschnitte 
<t@ als Pri mer, die nach der Gesamtbewertung vorbestimm- 
H% ten Auswahlkriterien entsprechen; und Speicherung, An- 
g^g zeige und/oder Ausgabe der ausgewahlten Teilabschnitte 
(@ als Primer-Sequenzen und Anordnung zu Primer-Paaren. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung bclriffL Vcrfahrcn zur Ermittlung von Primer-Sequenzen, insbesondere Vcrfahrcn zur Primcr- 
Auswahl fur eine vorgegebene DNA-Sequenz auf der Grundlage einer kontinuierlichcn Bewertung charakteristischer 
5 Primer-Parameter, Vorrichtungen zur Durchfuhrung der Verfahren und deren Anwendungen. 

[0002] Die Sequenzierung, d. h. die Ermittlung der Nukleotidabfolge in Nukleinsaurc-Sequenzen, istdas fundamental 
Verfahren zur Entschlussclung des genetischen Codes. Neben der Aufklarung unbekannter Sequenzen dient die Sequen- 
zierung u. a. dazu, individuclle Unterschiede in bekannten Sequenzen zu ermitteln. Zur Sequenzierung von langen DNA- 
Sequenzcn ist es aus technischen Griinden crfordcrlich, die Sequenzen in handhabbarc Unterabschnittc, die PCR-Frag- 
10 mcntc, zu untcrtcilen. Dicsc Fragrnentc werden niittcls Polymerdsc-Kettcnrcaktion mit hochspczifischen Oligonuklcoti- 
den, den sogenannten Primcrn, amplifiziert. Die Fragmcnte werden durch jeweils ein Primer-Paar begrenzt und bc- 
stimmt. 

[0003] Fiir die Eigcnschaftcn cincs PCJR-Fragmcnls spiclt die Auswahl des cntsprcchcndcn Primcr-Paarcs cine wescnt- 
liche Rollc, insbesondere der Abstand der beiden Primer auf der zu amplifizierenden Sequenz, aus dem sich die Frag- 

15 mentlange ergibt. AuBerdem mussen multiple Bindungsorte eines oder beider Primer auf der Sequenz bcrucksichtigt 
werden, um moglichc Nebenprodukte auszuschlieBen. Um moglichc Scqucnzicrungsfehlcr an den Endcn der Fragrnentc 
zu eliminieren, konnen benachbarte Fragmente mit einer Mindestuberlappung von z. B. 100 Basen generiert werden. Pri- 
mer stellen hochspezifischc Reagenzien dar. Thre Qualitat hangt von einer Vielzahl von Parametern ab. Diese Parameter 
sind teilweise voneinander abhangig: z. B. Langc, Schmelztempcratur, GC-Gehalt, 3'-Pentamerstabilitat, Haufigkeit des 

20 3-Heptamers und Fahigkeit zur Dimer- oder Hairpinbildung. 

[0004] Es sind zahlreiche Computerprogramme bekannt, mil denen Primer in guter Qualitat fur einzelne PCR-Frag- 
mente ausgewahlt werden konnen: z. B. "Primcr3" (S. Rozen et al. in "Methods Mol. Biol.", 2000, 132, 365-86) oder 
primc+ (GCG - Genetics Computer Group, (1998), Program Manual for the GCG Package, Version 10, 1998, 575 Sci- 
ence Drive, Madison, Wisconsin, USA 53711). Diese Programme sind allerdings nicht fur die effiziente Generierung 

25 uberlappender PCR-Fragmente zur Sequenzierung sehr langer Genomabschnitte ausgelegt. 

[0005] Bei dem von "Primcr3" umgesctzten Vcrfahrcn wird cine Vielzahl von Tcilabschnittcn einer vorgcgcbcncn Se- 
quenz in Bezug auf eine Gruppe vorgegebencr charakteristischer Primer-Parameter untersucht. Fur jeden Parameter wird 
ein Wertebereich oder/und ein Optimalwert definiert, innerhalb dessen Teilabschnitte der DNA-Sequenz als Primer ge- 
eignct sind. Werte auBerhalb des Bereichs/Optimalwerts werden mit ein em Punktabzug bestraft. Die Auswahl einer gro- 

30 Beren Anzahl von PCR-Primern ist wegen der diskontinuierlichen Bewertung, die einen zu strengen Filter darstellt, un- 
effektiv. 

[0006| Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein neues Verfahren zur Ermittlung von Primer-Sequenzen anzugeben, mit 
dem die oben crlautcrtcn Nachtcilc der herkommtichen Vcrfahrcn iibcrwunden werden und das cine automatisicrte Aus- 
wahl von PCR-Primem ermoglicht. Die Aufgabe der Erfindung ist es auch, \forrichtungen zur Umsetzung der Verfahren 
35 und Anwendungen der Verfahren bereitzustellen. 

[0007] Diese Aufgabcn werden mit Vcrfahrcn, Computcrprogrammproduktcn oder Vorrichtungen mit den Mcrkmalcn 
gemaB den Patentanspruchen 1,11 und 12 gelost. Vorteilhafte Ausfuhrungsformen der Erfindung ergeben sich aus den 
abhangigen Anspriichen. 

[0008] Die Grundidee der Erfindung ist es, die DNA-Sequenz auf der Grundlage einer kontinuierlichen Bewertung so- 
40 wie einer gewichteten Gesamtbewertung der Primer-Parameter mit best en Primer- Paaren abzudecken. Als Parameter 
konnen neben den gebrauchlichen (s. o.) auch jeder weitere Parameter einbezogen werden. Das erfindungsgemaBe \fer- 
fahren optirniert die Primerqualital fur die automatisicrte Sequenzierung durch kontinuierliche Bewertung und Wichtung 
aller betrachteten Parameter. 

[0009] Die Erfindung besitzt den Vorteil, dass die Eignung eines Teilabschnitts als Primer objektiver bzw. realistischer 
45 bewertet wird als bei den herkommlichen Techniken und dass die Analyse von langen DNA-Sequenzen in Form uber- 
lappender Scqucnzabschnittc als Analysccinhcitcn in rationcllcr Wcisc ermoglicht wird. Damit wird cin hohcr Analysc- 
durchsatz bei einer geringen Ausfallquote erzielt, woraus sich eine Einsparung an Material, Arbeit und Zeit ergibt. 
[0010] Gegenstand der Erfindung ist ferner ein Computerprogramm zur Umsetzung des genannten Verfahrens. 
[0011] Gegenstand der Erfindung ist auch eine Vorrichtung zur Ermittlung von Primer-Sequenzen mit einer Einrich- 
50 tung zur Erfassung einer Vielzahl von Teilabschnitten einer gegebenen Sequenz und zur Bewertung der charakteristi- 
schen Primer-Parameter, einer ersten Auswahleinrichtung, die dazu ausgelegt ist, als Primer-Sequenzen ungeeignete Tei- 
labschnitte der Sequenz zu verwerfen, einer zweiten Auswahleinrichtung, die dazu ausgelegt ist, die Summe der gewich- 
teten Einzelbewertungen der ubrigen Teilabschnitte mit einem vorbestirnmten Auswahlkriterium, z. B. einem Absolut- 
schwellwert und/oder einer Maximalwertbildung, zu vergleichen, und einer dritten Auswahleinrichtung, die dazu ausgc- 
55 legt ist, die besten Primer-Paare zu ermitteln. Die erfindungsgemaBe Vorrichtung umfasst auch Einrichtungcn zur Spci- 
cherung, Ausgabe und/oder Anzeige der ermittelten Primer-Sequenzen und Primer-Paare. 

[0012] Das erfindungsgemaBe Verfahren besitzt vorteilhafterweise zahlreiche Anwendungen in der Biologic, Biotech- 
nologie, Human- und Vetcrinarmedizin, Agrarwirtschaft, Okologic sowie alle anderen Gebieten, in denen die Sequenzie- 
rung von Nukleinsaurcn eine Rollc spiclt. 
60 [0013] Weitere Vorteile und Einzelheiten der Erfindung werden aus der folgenden Beschreibung des Verfahrensablau- 
fes, der Erlauterung eines Beispiels und der beigefugten Zeichnung ersichtfich. Fig. 1 zeigt ein Beispiel fur eine erfin- 
dungsgemaB verwendele kontinuierliche Ubergangsfunktion zur Bewertung eines Primer-Parameters (x-Achse: Parame- 
terwerte, y-Achse: Bewertung der Parameterwertc). 

65 Einzelheiten des erfindungsgemaBen Verfahrens 

[0014] ErfindungsgemaB ist insbesondere vorgesehen, dass auf Basis einer beliebig langen, bekannten Sequenz (der 
Sequenz, die z. B. aus der EMBL (European Molecular Biology Laboratories)-Datcnbank stammt) und anhand festge- 
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lcgter Parameter PCR-Primer automatisch mit einer kontinuierlichen Bewertung der Parameter ausgewahlt werden. 
Dazu wird die Sequenz zunachst iiber ihre gesamte Lange oder ein entsprcchendes Teilstiick fur alle moglichen Tcilab- 
schnittc auf dicser Lange in Bezug auf die inlcrcssierenden Primer-Pardineter charakterisierl. Die charakteristischen Pa- 
rameter umfassen bestimmte Eigenschaftcn des Primers (z. B. Primerlange, GC-Gehalt, Prirner-Schmelztemperatur 
usw.) und Parameter, die festgelegte Kriterien charaktcrisicrcn (z. B. 3-Pentamerstabilitat, Haufigkeit des 3'-ITcptamers 5 
oder das Vorkommen von repetitiven Sequenzen ("repeats")). 

[0015] In Abhangigkeit von anderen Faktoren, z. B. der Sequenzicrmethode, den verwendeten Reagenzien und der 
Lange des zu sequenzierenden DNA-Abschnitts werden die Fragmendangen und der Mindcstuberlappungsbereich der 
cinzelnen Fragmente vorgegeben. AuBerdem konncn Bereiche der zu sequenzierenden DNA "maskiert" werden, wenn 
aus dicscn kcinc PCJR- Primer ausgewahlt werden sollcn. Dies konncn Sequcnzberciche scin, die im Gcnom haufig vor- 10 
kommen (sogenanntc "repeats") oder bckannte Polymorphismen sowie andere fur die Primcr-Auswahl ungceignetc Orle 
(z. B. inncrhalb eines Exons). Auf der Grundlage aller festgelegten Vorgaben werden die optimalen Primer ermittelt. 

1 . Charakterisierung der gesamten Sequenz 

15 

[0016] In eineni crsten Schritl wird die komplctte Sequenz hinsichtlich der cinbezogenen Pardmctcr fur alle potcnticl- 
len Primerpositionen und -langen untersucht. Es werden u. a. repeat-Regionen, bckannte Polymorphismen sowie weitere 
fur die Primer-Auswahl ungeeigncte Sequcnzbereiche maskierl. Fur alle vorgegebenen Primerlangen werden in einem 
zweiten Schritt die Werte der cinbezogenen Parameter bestimmt (z. B. GC-Gehalt, Schmelztemperatur, 3-Pentamersta- 
bilitat u. a.). AnschlieBend wird jedem Parameter auf der Grundlage einer parameterspezifischen kontinuierlichen oder 20 
diskontinuierlichen Ubergangsfunktion eine Bewertung zwischen 0 und 1 zugeordnct. 

[0017] Die Ubergangsfunktionen konnen erfindungsgemaB einen zwischen 0 und 1 kontinuierlichen Werteverlauf be- 
sitzen. "1" und "0" konncn auch als "beste Eignung" bzw. "kcinc Eignung" als Primer hinsichtlich der konkreten Eigcn- 
schaft beschrieben werden. Ein Bei spiel hierfur ist in Fig. 1 fiir den Primer-GC-Gehalt (Guanosin-Cytosin-Gehalt) illu- 
striert. Fiir Werte oberhalb und unterhalb vorbestimmter obercr und unterer Grenzwcrte A bzw. D erfolgt die Bewertung 25 
mit 0. Primer mit cincm mit 0 bcwcrtctcn Parameter durfen nicht ausgewahlt werden. Inncrhalb des durch die Grcnz- 
werte A und D aufgespannten Intervalls sind zwei weitere Grenzwerte (B, C) vorgesehen. Im abgeschlossenen Intervall 
von B bis C erfolgt die Bewertung mit 1 , d. h. der Parameter ist im Wertebereich von B bis C optimal geeignet. Das Op- 
timum fiir einen jeden Parameter darf einen relativ groBen Wertebereich umfassen. Das Optimum wird von Bereichen 
flankiert (Bereich zwischen A und B sowie zwischen C und D), in denen die Qualitat des moglichen Primers fiir den be- 30 
trachteten Parameter abfallt. In diesen Bereichen wird eine kontinuierliche Bewertung durch mindestens eine Uber- 
gangsfunktion gebildct. Dieser Abfall kann durch unterschiedlichste Funktionen, auch verschieden fur unterschiedliche 
Parameter, charaktcrisicrt werden. 

I 0018 J Zur mathematischen Beschreibung der Bewertung eines Parameters in diesen beiden Bereichen eignen sich 
u. a. lineare Funktionen und Winkelfunktionen, wie in Fig. 1 dargestellt. Dadurch ist eine kontinuierliche Bewertung al- 35 
lcr bzw. ausgcwahltcr Parameter, die einen Primer charaktcrisicrcn, moglich. Im Gcgcnsatz zu den bcreits vcrfugbarcn 
Verfahren zum Primer-Design erfolgt die Bewertung der Parameter nicht sprunghaft. 

2. Gesamtbewertung 

40 

[0019] Anhand der so gewonnenen Einzelbewertungen aller Parameter eines Primers wird eine Gesamtbewertung 
durchgefuhrt. Ist ein einbezogener Parameter eines Primers mit 0 bewertet worden, so wird dieser Primer von der Aus- 
wahl ausgeschlossen. Fiir alle ubrigen moglichen Primer erfolgt die Gesamtbewertung durch Summation der Bewertun- 
gen aller einbezogenen Parameter, wobei auch eine Wichtung jedes einzemen Parameters frei gewahlt werden kann. Zur 
Bestimmung der am besten geeigneten Primer-Paare wird neben der Gesamtbewertung der beiden einzelnen Primer zu- 45 
satzlich cine gcwichtctc kontinuierliche Bewertung der Fragmcntlange (die aus den Positioncn von \brwarts- und Riick- 
wartsprimer auf der Sequenz resultiert) und der beiden Primer-Schmelztemperaturen vorgenommen. Dazu erfolgt eine 
kontinuierliche Bewertung der Schmelztemperatur-Differenz zwischen Vorwarts- und Ruckwartsprimer. 
[0020J Das Primer-Paar mit der hochsten Summe der gewichteten Bewertungen wird ausgewahlt. Ausgangspunkte zur 
Auswahl von Primer-Paaren konnen neben dem 5'-Ende der Sequenz auch kritische, z. B. maskierte Bereiche sein. 50 

Beispiel 

1. Auswahl der charakteristischen Parameter und dcren Ubergangsfunktionen 

55 

[0021] Es sind Primer fiir die Sequenz mit der Accession Number "D26607" aus der EMBL-Datenbank 
("http:// www.ebi.ac.uk/cgi-bin/cmblfetch7D26607") zu ermitteln. Die Sequenz hat eine Lange von 23142 bp (Basen- 
paaren). Es sollen Primer fiir den Bereich zwischen dem Basenpaar 1 und 4000 excmplarisch ausgewahlt werden. Die 
PCR-Fragmente sollen cine Tiinge von 1050 bp haben. Die Uberlappung der Fragmente soil mindestens 100 bp bctra- 
gcn. Die Primer sollen eine Lange von 18 bis 27 Nukleotiden haben. Wenn keine Fragmente generiert werden konnen, 60 
dcren Lange hochstens um 120 bp von der vorgegebenen Fragmcntlange abweicht, soil die vorgegebene Fragmendange 
urn 350 bp erhoht bzw. verringert werden. Als charakterisLische Parameter der Primer werden die folgenden einbezogen: 

- Lange, 

- GC-Gehalt, 65 

- Schmelztemperatur, 

- Anzahl des 3'-IIeptamers in der Gcsamtsequenz, 

- Freie Energic des 3'-Pcntamers, 
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- Maskierung, 

- Zugehorigkeit zu einem Exon, 

- Vorkonuncn dcs 3-Hcptamcrs inncrhalb cincs Bcrcichcs von 10 kbp. 

5 |0022] Die letzten drci Parameter konnen nur die Wertc 0 odcr 1 annehmen. AUe iibrigen Parameter werdcn kontinu- 
ierlich bewertet. Primer, fiir die wenigstens ein Parameter mil 0 bewertet wurde, werden von den weiteren Berechnungen 
ausgeschlosscn. 

1 0023 1 Fur die Bewertung der Paramctenvcrte zwischen den Punkten A und B sowie C und D werden zwei Funktioncn 
ausgewahlt (siehe Fig. 1): 

10 

- fur den Bereich [A, B|: 
Fkt. 1: 



15 



20 



25 



1 * A 

y= *x 

B-A B-A 

Fkt.2: 



y= 0,5* cos 



J 1 ♦ A ^ 

7C| *X +1 

B-A B-A 



+0,5 



- fur den Bcrcich ]C, D|: 
Fkt. 3: 



y= *x+- 



D 



D-C D-C 



Patentanspriiche 



1. Verfahren zur Rrmittlung von Primer-Sequenzen und Primer-Paaren zur Erzeugung eincr Vielzahl benachbarter 
odcr ubcrlappcndcr PC^R-Fragmcntc fur cine gcgcbcnc DNA-Scqucnz, mit den Schrittcn: 

- Hrstellung einer Liste mit einer Vielzahl von Teilabschnitten der gegebenen Sequenz, die aufgrund ihrer 
35 Lange als Primer ausgewahlt werden konnen, 

- Ermittlung der Wertc von charaktcristischcn Paramctcm fur jeden Tcilabschnitt, wobci mindestens ein Pa- 
rameter kontinuierlich bewertet wird, indem fur den Parameter charakteristische Parameterwertebereichc er- 
fasst werden, fur die der jeweilige Parameter entweder als optimal oder als ungeeignet zur Erzeugung von 
PCR-Fragrnenten gilL, und diese Paramelerwertebereiche durch Ubergangsbereiche gelrennt werden, die durch 

40 Ubergangsfunktionen reprasentiert werden, die stetig sind und einen strcng monotonen Verlauf besitzen, wobei 

dem jeweiligen Parameterwert in den Ubergangsbereichen eine Bewertung entsprechend der GroBe der zuge- 
horigen Uhergangsfunktion zugeordnet wird, 

- Ausschluss von Teilabschnitten, die in Bezug auf mindestens einen Parameter als ungeeignet zur Erzeugung 
von PCR-Fragmenten bewertet werden, 

45 - Gesamtbewertung der iibrigen Teilabschnitte durch gewichtete Summenbildung der den Parameterwerten 

bci der kontinuicrhchen Bewertung zugcordnctcn GroBcn, 

- Auswahl der Teilabschnitte als Primer, die nach der Gesamtbewertung vorbestimmten Auswahlkriterien ent- 
sprechen, und 

- Speicherung, Anzeige und/oder Ausgabe der ausgewahlten Teilabschnitte als Primer-Sequenzen und Anord- 
50 nung zu Primer-Paaren. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, bei dem als Parameter die Position des Teilabschnittes auf der Sequenz, die Lange 
des Teilabschnittes, der GC-Gehalt, die Schmelztemperatur, die 3'-01igomehrstabilitat, die 3'-Oligomehrhaufigkeit 
und/oder die Markierung ungeeigneter Sequenzbereiche fur den Tcilabschnitt ermittelt werden. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 2, bei dem Teilabschnitte mit Langen von weniger als 12 und mehr als 35 Nukleoti- 
55 den als ungeeignet und mit Langen von 20 bis 24 Nukleotiden als optimal bewertet werden. 

4. Verfahren gemaB Anspruch 2 oder 3, bei dem Teilabschnitte mit GC-Gehalten von weniger als 15% und mehr als 
85% als ungeeignet und von 45% bis 55% als optimal bewertet werden. 

5. Verfahren gemaB einem der Anspruche 2 bis 4, bei dem Teilabschnitte mit Schmelztemperaturen von weniger als 
30°C und mehr als 90°C als ungeeignet und im Tcmperaturbereich von 50°C bis 55°C als optimal bewertet werden. 

60 6. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden Anspriichc, bei dem die Ubergangsfunktionen durch Winkelfunk- 

tionen, lincare Funktioncn oder Uberlagerungcn aus diesen gebildet werden. 

7. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem die Auswahl von Teilabschnitten als Primer in 
Bezug auf die Fragmentlange derart erfolgt, dass bei einer vorbestimmten optimalen Lange von Teilabschnitten fur 
einen zuerst ausgewahlten Tcilabschnitt auf dem einen Strang der Sequenz die Teilabschnitte auf dem andercn 

65 Strang als ungeeignet bewertet werden, wenn sic zu einer Fragmentlange fiihren, die geringer als eine vorbestiminte 

Mindestlangc oder groBer als eine vorbestimmte Maximallangc ist. 

8. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden Anspriichc, bci dem die Auswahl von Teilabschnitten als Primer 
derart erfolgt, dass fur einen zuerst ausgewahlten Teilabschnitt auf dem einen Strang der Sequenz die Teilabschnitte 
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auf dem anderen Strang als ungceigncl bewertct werden, wcnn bcidc Teilabschnitte eine SchmelztemperaturdiiTe- 
renz besitzen, die groBer als 10°C ist, wobei die Teilabschnitte als optimal bewertet werden, wenn die Schmelztem- 
peraturdifTerenz klcincr als 0.5°C ist. 

9. Verfahren gemaB Anspruch 8, bei dem in eincm Sequenzbercich, fur den ein Teilabschnitt als Primer auf dem ei- 
nen Strang der Sequenz ausgewahlt werden soli, die 15 Primer mil den hochsten Gesarntbewcrtungen der einzclnen 5 
Primer vorausgewahlt werden und zu diesen enLsprechend der vorbestimmten optimalen Fragmentlange jewei Is die 
besten zugehorigen Teilabschnitte auf dem gegcnuberliegcnden Strang ausgewahlt werden, wobei aus den so gebil- 
detcn Paaren von Tcilabschnittcn das Paar mit der hochsten Gesamtbewertung, die sich aus der Bewertung der ein- 
zelnen Teilabschnitte, der Schmclztcmperaturdifferenz der betciligten Primer und der Fragmentlange ergibt, ausge- 
wahlt wird. 10 

10. Verfahren gemaB Anspruch 9, bei dem als zusatzlicher Parameter in eincm vorgegebenen Bereich der Sequenz 
die Lage des Primers relativ zu einem benachbarten Fragment zur Bildung einer vorbestimmten Mindestubcrlap- 
pung crfasst wird. 

11. Computerprogramrnprodukt, das zur ErmitLlung von Primer-Sequcnzen und Primer- Paaren nach einem Verfah- 
ren gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche eingerichtet ist. 15 

12. Vorriehtung zur Ennittlung von Primer-Sequcnzen und Primer-Paarcn, die zur Durchfuhrung cines Vcrfahrcns 
mit den Schritten gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche eingerichtet ist, mit: 

- einer Einrichtung zur Erfassung einer Vielzahl von Teilabschnitten einer gegebenen DNA-Sequenz und von zu- 
gehorigen charakteristischen Parametcrn, 

- einer Bewertungseinrichtung zur Bewertung der ermittelten Parameter, 20 

- einer ersten Auswahleinrichtung, die dazu ausgelegt ist, als Primer ungeeignete Teilabschnitte der Sequenz 
zu vcrwerfen, 

- einer zweitcn Auswahleinrichtung, die dazu ausgelegt ist, die iibrigen Teilabschnitte zu bewcrten, und 

- Hinrichtungen zur Speicherung, Ausgabe und/oder Anzeige der ermittelten Primer-Sequenzen und Primer- 
Paaren. 25 
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